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黄海和东海小黄鱼遗传多样性的 RAPD分析
蒙子宁1 ,2　庄志猛1 3 　金显仕1　唐启升1　苏永全2

1 (农业部海洋渔业资源可持续利用重点开放实验室 ,黄海水产研究所 ,　青岛　266071)

2 (厦门大学海洋系 ,　厦门　361005)

摘要 : 小黄鱼 ( Pseudosciaena polyactis)是我国近海重要经济鱼类之一。本文分析了采自黄海和东海 5个海区共计

48个个体小黄鱼的随机扩增 DNA多态性 (RAPD)。从 40个 10 bp引物中选取 20个用于群体遗传多样性分析 ,共

检测出 145个位点 ,其中 132个 (91. 03 %) 显多态性。用 Shannon多样性指数量化的平均遗传多态度为 1. 93 (1. 50

～2. 44) ,群体内和群体间的遗传变异比例分别为 69 %和 31 % ;群体间的平均遗传相似度和遗传距离分别为 0.

9139和 0. 0861。用非加权配对算数平均法 (U PGMA)聚类分析的结果表明 ,所分析的 5个群体可分为 3个地理群

系 ,从分子水平上支持了过去有关学者把黄海和东海的小黄鱼划分为北、中、南 3个地理群系的观点。
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Abstract : Pseudosciaena polyactis is a commercially important fish species which is widely dist ributed
in the Bohai Sea , the Yellow Sea and the northern part of the East China Sea. Forty2eight individuals

of P. polyactis f rom five sampling areas in the Yellow Sea and the East China Sea were analyzed by

random amplified polymorphic DNA ( RAPD) markers to determine the genetic variation among and
within the stocks. A total of 145 loci were amplified using 20 random primers , of which 132 loci (91.

03 %) were polymorphic. Genetic diversity quantified by Shannon index varied from 1. 50 to 2. 44

with an average of 1. 93. Partition of genetic variation indicated that 69 % was dist ributed within

stocks and 31 % among stocks. The average genetic similarity and genetic distance were 0. 9139 and 0.
0861 , respectively. Cluster analysis by U PGMA indicated that these five stocks might be divided into

three groups. Results of RAPD analysis suggested extensive genetic diversity exists in this species and

the genetic divergence among stocks is relatively high. The U PGMA dendrogram showed that there

existed three geographic populations of P. polyactis in the Yellow Sea and the East China Sea , which
supports previous conclusions based on morphological and ecological methods.
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　　小黄鱼 ( Pseudosciaena polyactis)为广泛分布于

渤海、黄海和东海北部 (26°00′N 以北)的暖温性底

层鱼类 ,是我国重要的海洋渔业经济种类。在小黄

鱼渔业盛期 (20 世纪 50 年代) ,年平均渔获量高达

12. 8万吨 ,曾被誉为我国“四大渔业”之一。20世纪

60～80 年代期间 ,由于捕捞强度的不断增大 ,小黄
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鱼资源逐渐趋于衰退甚至枯竭。为了恢复小黄鱼渔

业资源 ,我国政府及有关部门采取了诸如产卵场全

面禁渔以及实施伏季休渔制度等一系列保护措施。

进入 90年代 ,小黄鱼资源呈逐年恢复之势 ,但其群

体仍然表现出小型化、低龄化与性成熟加快等特征

(金显仕 ,1996) 。可见小黄鱼的资源基础还相当脆

弱。

迄今 ,有关小黄鱼的研究大多集中在渔业生物

学方面 (金显仕 ,1996 ;邓景耀 ,赵传纟因 ,1991) ,涉及

遗传多样性的研究尚未见报道。众所周知 ,遗传变

异是有机体适应环境变化的必要条件 ( Conrad ,

1983) ,一些水产强国和国际组织自 20世纪 80年代

初就致力于研究渔业生物的群体遗传结构 ,并倡导

渔业资源开发和管理应被赋予遗传多样性保护的内

涵 ( FAO/ UN EP ,1981 ; Ryman & Utter , 1987) 。群

体遗传学对于渔业管理的意义还在于它能以一种与

群体进化相关的方式定义群体概念 ( Ihssen et al . ,

1981 ; Carvalho & Hauser , 1994) 。可见 ,无论对于

小黄鱼的资源保护还是群体划分 ,研究其遗传背景

都非常重要。

随机扩增多态 DNA ( RAPD)技术 ( Williams et

al . ,1990 ;Welsh & McClelland ,1990)具有快速、灵

敏、简便等特点 ,已被广泛应用于遗传多样性检测以

及品系鉴定等方面 (Dinesh et al . ,1993 ;Bardakci &

Skibinski ,1994 ;Bielawski & Pumo ,1997) 。本文采

用 RAPD技术对我国黄、东海小黄鱼的遗传多样性

进行分析 ,研究了其遗传背景 ,并从基因组 DNA变

异水平上探讨小黄鱼的群体划分 ,以期为小黄鱼的

资源保护和管理提供理论依据。

1　材料和方法

111　材料来源

小黄鱼样本 (表 1)系 2001年 3～4月间黄海水

产研究所“北斗号”调查船在执行黄、东海渔业资源

试捕调查时采集于黄海和东海的 5个海区 (A、B、C、

D、E) (图 1) 。起网后 ,从渔获物中分检出小黄鱼于

- 30℃速冻 ,返航后用干冰保存运回实验室 ,转入

- 80℃超低温冰柜备用。

112　D NA提取和 PCR扩增

基因组 DNA 的提取参照 Sambroo et al .

(1989)的方法。PCR反应总体积为 25μL ,包括 :10

×PCR Buffer 2. 5μL、25 mM MgCl2 1. 5μL、2. 5

mM dN TP 1μL、5μM 引物 (上海生工) 1μL、5 U

Taq DNA 聚合酶 ( Promega Biotec. ) 0. 2μL , 以及

10 ng/μL 基因组 DNA 2μL ,其余用灭菌双蒸水补

足。反应在 PE9600扩增仪上经 95℃预变性 5 min

后经过 45个循环 ,每个循环包括 94℃1 min ,36℃

1 min ,72℃ 2 min ,最后 72℃延伸 10 min。RAPD

产物用含有溴化乙锭的 1. 5 %琼脂糖凝胶电泳分

离 ,于 Bio2RAD Gel Doc 1000 自动成像仪上观察并

打印电泳图谱。

113　数据分析

电泳图谱中的每一条带记为一个位点 ,只记录

那些电泳后可辨认的条带 ,当某一扩增带出现时记

为 1 ,缺失则记为 0 ,从而建立原始谱带矩阵 ,并据此

统计位点总数、多态位点数和每个多态位点在群体

中的分布频率。

表 1　小黄鱼的样本来源、采样量及其生物学特征( 2001年)
Table 1　Origins , sample size and biological characteristics of Pseudosciaena polyactis stocks (2001)

群体
Stock

采样地点
Location

采样时间
Date

采样量 (尾)
Sample size

体长范围 (mm)
Body length range

平均体长 (mm)
Average length

体重范围 (g)
Body weight range

平均体重 (g)
Average weight

A 36°00′N ,123°25′E
3月 27日
March 27

10 111～197 145. 5 20～120 48. 3

B 33°30′N ,123°45′E
4月 4日
April 4

6 105～170 125. 2 21～78 33. 7

C 33°00′N ,124°30′E
4月 2日
April 2

8 116～150 130. 6 23～54 32. 6

D 32°00′N ,122°30′E
4月 7日
April 7

15 110～143 121. 6 19～44 28. 1

E 30°00′N ,122°50′E
4月 19日
April 19

9 137～181 161. 9 42～96 69. 8
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　　群体的多态位点百分率 P =该群体的多态位点

数/位点总数×100 %。

参考 Wachira et al . (1995)的公式 , 用 Shan2
non多样性指数来计算各群体的遗传多态度 H0 ,平

均群体内的遗传多态度 Hpop ,以及所研究的种类 n

个群体的遗传多态度总量 Hsp ,计算公式如下 :

H0 = - ∑X iln X i ( X i为位点 i在某一群体中的

出现频率) ;

Hpop = ∑H0/ n ( n为所研究的群体数) ;

Hsp = - ∑X ( X 为 n个群体的综合表型频率) ;

以 Hpop/ Hsp和 ( Hsp - Hpop) / Hsp分别计算和比

较遗传多态度在群体内和群体间的分布。利用

POPGEN E1. 32软件计算群体间的遗传相似度 ( F)

和遗传距离 ( D) (Nei & Li ,1979) 。U PGMA ( Un2

weighted Pair2Group Method with Arithmetic

Means)系统树由 PHYL IP 3. 5软件构建。

2　结果

根据个体间扩增产物的一致性 ,从 40 个 10 bp

随机引物中选取 20个 ,对小黄鱼 5个群体的遗传多

样性进行分析。每个引物扩增出 4 ( S113) ～ 10

(S112 , S121 , S122 , S127)个可辨认的片段 ,共记录

145个片段 ,其中 132个 (91. 03 %)显多态性。每个

引物均扩增出多态片段 ,多态位点百分率 (50 %～

100 %)因引物而异。多态位点百分率也因群体而

异 ,波动在 42. 07 %(群体 B)～69. 66 % (群体 A)之

间 (表 2) 。图 2 例举了引物 S135 对所有个体扩增

产物的电泳图谱。
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利用 Shannon多样性指数对 20 个引物所检测

到的表型频率进行遗传多样性分析 (表 3) ,群体的

遗传多态度 ( H0)范围在 1. 50～2. 44 之间 ,平均遗

传多态度 ( Hpop )为 1. 93 ,遗传多态度总量 ( Hsp )为

2. 80。由 Hpop/ Hsp比值可见 ,引物 S125和 S140分

别检测出群体内的最大和最小遗传变异 ( Hpop/ Hsp

分别为 0. 84和 0. 28) ,群体内的遗传变异均值为 0.

69 ;而群体间的遗传变异 ( Hsp - Hpop ) / Hsp平均为

0. 31。

表 2　选取的 20个随机引物的扩增产物数量
Table 2　Amplification products of the 20 arbitrary primers used in the study

引物
Primer

引物序列 (5′23′)
Sequences of primers

(5′23′)

位点总数
Total no. of
RAPD loci

多态位点总数
Total no. of

polymorphic loci

各群体的多态位点数
No. of polymorphic loci in each stock

A B C D E

S101 GGTCGGAGAA 9 9 7 4 1 5 4

S102 TCGGACGTGA 7 7 6 1 3 4 2

S104 GGAAGTCGCC 8 8 5 6 4 6 4

S112 ACGCGCATGT 10 10 8 4 6 9 7

S113 GACGCCACAC 4 4 3 2 4 4 3

S114 ACCAGGTTGG 6 3 2 1 3 0 2

S117 CACTCTCCTC 4 3 3 2 1 1 1

S121 ACGGATCCCT 10 9 7 5 5 5 2

S122 GAGGATCCCT 10 8 7 4 2 5 4

S123 CCTGATCACC 8 7 6 4 6 6 6

S125 CCGAATTCCC 6 5 3 1 2 3 0

S126 GGGAATTCGG 5 5 4 1 0 4 3

S127 CCGATATCCC 10 10 9 6 6 10 7

S128 GGGATATCGG 6 5 5 0 2 5 3

S129 CCAAGCTTCC 9 7 3 2 3 3 5

S135 CCAGTACTCC 6 6 4 2 4 6 4

S136 GGAGTACTGG 8 8 4 2 4 7 6

S137 AACCCGGGAA 5 5 4 4 1 4 2

S139 CCTCTAGACC 7 6 5 5 2 4 4

S140 GGTCTAGAGG 7 7 6 5 4 6 6

合计 Total
多态位点百分率 ( %)
Percentage of polymorphic loci

145 132
91. 03

101
69. 66

61
42. 07

63
43. 45

97
66. 90

75
51. 72

图 2　引物 S135对小黄鱼 5个群体( A～E) RAPD电泳图谱
Fig. 2　Amplification of genomic DNA from five stocks of P. polyactis with primer S135
M :DL2000 ;群体 A :1～10 ;群体 B :11～16 ;群体 C :17～24 ;群体 D :1’～15’;群体 E :16’～24’
M :DL2000 ;Stock A :1～10 ;Stock B :11～16 ;Stock C :17～24 ;Stock D :1’215’; Stock E :16′～24′
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表 3　由 Shannon多样性指数估计的遗传多样性在小黄鱼群体内和群体间的分布
Table 3　Partition of the genetic diversity within and among stocks of P. polyactis estimated by Shannon index

引物
Primer

HO

A B C D E
Hpop Hsp Hpop/ Hsp ( Hsp2 Hpop) / Hsp

S101 2. 82 2. 33 0. 24 1. 90 1. 44 1. 75 2. 46 0. 71 0. 29

S102 3. 22 0. 30 1. 51 1. 64 0. 86 1. 51 2. 35 0. 64 0. 36

S104 2. 81 3. 10 2. 32 2. 87 2. 08 2. 63 3. 84 0. 69 0. 31

S112 4. 45 2. 11 2. 02 4. 43 3. 90 3. 38 4. 88 0. 69 0. 31

S113 2. 06 1. 15 2. 64 2. 40 2. 01 2. 05 2. 57 0. 80 0. 20

S114 0. 83 0. 48 0. 99 0. 00 0. 84 0. 63 0. 79 0. 80 0. 20

S117 1. 48 1. 28 0. 65 0. 66 0. 64 0. 94 1. 20 0. 78 0. 22

S121 3. 25 2. 43 2. 09 2. 30 1. 11 2. 23 3. 69 0. 61 0. 39

S122 2. 52 1. 36 1. 16 2. 05 1. 44 1. 71 2. 45 0. 70 0. 30

S123 2. 63 2. 44 2. 86 2. 51 2. 85 2. 66 3. 31 0. 80 0. 20

S125 1. 03 0. 30 0. 63 1. 29 0. 00 0. 65 2. 30 0. 28 0. 72

S126 1. 35 0. 68 0. 00 1. 68 1. 54 1. 05 1. 60 0. 66 0. 34

S127 4. 67 2. 92 2. 58 4. 78 3. 84 3. 76 5. 07 0. 74 0. 26

S128 2. 23 0. 00 0. 89 1. 64 1. 49 1. 25 2. 04 0. 61 0. 39

S129 1. 09 0. 89 1. 46 1. 16 2. 80 1. 48 2. 46 0. 60 0. 40
S135 2. 47 0. 30 2. 32 2. 94 2. 32 2. 07 3. 11 0. 66 0. 34
S136 1. 30 0. 97 1. 64 2. 95 2. 25 1. 82 2. 73 0. 67 0. 33
S137 2. 40 2. 26 0. 39 1. 59 1. 37 1. 60 2. 18 0. 74 0. 26
S139 3. 18 2. 92 1. 09 1. 80 2. 20 2. 24 3. 27 0. 68 0. 32
S140 2. 93 2. 53 2. 52 3. 80 3. 70 3. 10 3. 66 0. 84 0. 16
均值 Mean 2. 44 1. 54 1. 50 2. 22 1. 93 1. 93 2. 80 0. 69 0. 31

H0为各群体的遗传多态度 , Hpop为平均群体内的遗传多态度 , Hsp为所研究的种类 n个群体的遗传多态度总量 , Hpop/ Hsp和 ( Hsp2 Hpop) / Hsp分
别为群体内和群体间遗传多态度所占的比例
H0 represents the genetic diversity in each stock ; Hpoprepresents the average diversity over the n different stocks ; Hsp is the diversity of all the stocks

considered together ; Hpop/ Hsp and ( Hsp - Hpop) / Hspare the proportions of the genetic diversity within and among stocks , respectively.

表 4　小黄鱼群体间遗传相似度 I(对角线上方)和遗传距离 D(对角线下方)
Table 4　Pairwise similarity coefficient (above diagonal) and genetic distance (below diagonal) of the five stocks of P. polyactis

群体 Stock A B C D E

A 3 3 3 3 0. 9485 0. 9318 0. 8969 0. 9211

B 0. 0529 3 3 3 3 0. 9164 0. 8915 0. 9045

C 0. 0706 0. 0873 3 3 3 3 0. 8564 0. 9093

D 0. 1089 0. 1149 0. 1550 3 3 3 3 0. 9626

E 0. 0822 0. 1003 0. 0951 0. 0381 3 3 3 3

可见 ,近 70 %的遗传变异是在群体内检测到的。

表 4 列出了小黄鱼 5 个群体间的遗传相似度

( I)与遗传距离 ( D) 。结果显示 ,遗传相似度最小为

0. 8564 (群体 C2D) ,最大为 0. 9626 (群体 D2E) ,平均

0. 9139 ;遗传距离在 0. 0381～0. 1550之间 (平均 0.

0861) 。

对 RAPD数据进行聚类分析 ,构建了小黄鱼的

U PGMA系统树 (图 3) 。5 个群体分别聚在 3 个主

要簇群中 ,簇Ⅰ包括群体 D和 E ,最先聚类 ;群体 C

单独成簇Ⅲ,与群体 A和 B构成的聚类簇Ⅱ关系较

近。

3　讨论

20个随机引物共检测到 145个位点 ,其中多态

位点 132 个 ,多态位点百分率高达 91. 03 % (表 2) ,

这充分说明了 RAPD 检测方法的高度灵敏性。通

过横向比较 RAPD 检测到的其他海洋鱼类的多态

位点百分率发现 ,小黄鱼 ( P. polyactis)不仅比同属

于石首鱼科的　状黄姑鱼 ( N ibea m iichthioies)养殖

群体要高很多 ,而且比其他一些海洋鱼类 ,例如梭鱼

( L iza haematocheila)、条纹鲈 ( Morone saxatilis)、真鲷

( Pagrus major)的野生或养殖群体都要高 (表 5) ,说
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表 5　用 RAPD方法研究不同鱼类的多态位点百分率的结果比较
Table 5　Comparison of percentage of polymorphic loci ( P) among different fish species by RAPD analysis

种名
Species

多态位点百分率 ( %) Percentage of polymorphic loci

野生群体 Wild stock 养殖群体 Cultivated stock
参考文献
References

小黄鱼 Pseudosciaena polyactis 91. 03 本研究

梭鱼 L iza haematocheila 85. 71 83. 93 权洁霞等 ,2000

条纹鲈 Morone saxatilis 63. 38 Bielawski & Pumo ,1997

真鲷 Pagrus major 62. 6 54. 47 孟宪红等 ,2000

状黄姑鱼 Nibea miichthioies 15. 32 丁少雄等 ,1998

明小黄鱼具有丰富的遗传多样性水平 ,除了种类差

异外 ,可能与小黄鱼的广布性及其栖息地多样性有

关。此外 ,不象　状黄姑鱼、梭鱼等其他增养殖鱼

类 ,小黄鱼尚无人工养殖或种苗放流增殖历史 ,从而

避免了影响群体遗传多样性的瓶颈效应、遗传漂变

和近亲杂交等因素 ( Kirsten & Jenny , 1993 ; Welsh

& McClelland ,1990) 。

从遗传学角度 ,一个物种的遗传多样性高低与

其适应能力、生存能力和进化潜力密切相关。遗传

多样性的降低可导致其适应能力降低、有害隐性基

因表达增加及经济性状衰退 ,最终导致物种退化。

丰富的遗传多样性则意味着比较高的适应生存能

力 ,蕴涵着比较大的进化潜能以及比较丰富的育种

和遗传改良能力。分析结果表明 ,尽管曾因遭受到

过度捕捞造成资源衰退 ,小黄鱼仍然保持了较为丰

富的遗传多样性 ,说明小黄鱼是一种具有较强适应

能力、生存能力和进化潜力的海洋鱼类。值得指出

的是 ,由于过度捕捞 ,特别是捕捞大个体的高龄鱼 ,

选择压力已经引起了小黄鱼的种群结构简单化和经

济性状的衰退 ,表现为小黄鱼个体小型化、低龄化和

性成熟提前。因此 ,恢复小黄鱼的多龄种群结构是

资源保护的基础。

遗传变异有一定的大小和分布格局 ,种内遗传

变异可以分为群体内和群体间的变异 ,保持这两种

变异可以最大限度地降低地理群体的灭绝几率 ,维

持物种的稳定 ( Hedrick & Miller ,1992) 。本文对这

两种变异进行了分析 ,从遗传多样性的分布可见 ,有

69 %的遗传变异源于群体内 ,31 %源于群体间。用

Shannon多样性指数对长江水系的鲢 ( Hypoph2
thal m ichthys molit ri x ) 和草鱼 ( Ctenopharyngodon

i dell us) 4 个地理群体的 RAPD 资料分析表明 ,鲢

87. 7 %的遗传多样性来源于群体内 ,12. 3 %来源于

群体间 ,群体间的遗传分化很小 ;草鱼 82. 5 %的遗

传多样性来源于群体内 ,群体间的遗传分化略高于

鲢 ,为 17. 5 %(张四明等 ,2001) ;对梭鱼野生群体和

养殖群体进行 RAPD检测分析表明 ,群体内遗传多

样性高达 91. 86 % ,群体间的遗传分化很小 ,只有 8.

14 %①。不难看出 ,尽管东海和黄海的小黄鱼不同

群体的越冬场具有一定的独立性和连贯性 ,存在基

因交流现象 ,但彼此间的遗传分化较之上述 3 种鱼

类高得多。

较高的群体间遗传分化反映了东、黄海小黄鱼

存在不同的地理群系。关于小黄鱼的群体划分用形

态学和生态学方法曾作过较多研究 ,林新濯 (1964)

根据小黄鱼的分布特征和脊椎骨、背鳍、臀鳍、鳃耙、

幽门盲囊和膘支管等分节特征将东、黄、渤海的小黄

鱼分为 3 个不同的地理族 ;有些学者 (王贻观等 ,

1965 ;刘效舜 ,1990)则根据小黄鱼产卵场和越冬场

的分布及其洄游路线 ,将东、黄、渤海小黄鱼划分为

①权洁霞. 2000. 梭鱼和中国对虾的遗传多样性以及对虾总科十二
种虾的分子系统进化. 青岛海洋大学博士论文
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3个独立群系 ,即黄渤海群、南黄海群和东海群。本

文从基因组 DNA 变异水平上对东、黄海小黄鱼进

行种群划分 ,结合采样地理位置 (图 1) ,U PGMA系

统树 (图 3)分析结果 ,由北向南把小黄鱼 5 个群体

48个个体分为 3 个群系 :北部群系 (群体 A 和 B) 、

中部群系 (群体 C)和南部群系 (群体 D和 E) ,这与

以上用形态学和生态学方法得出的东、黄海小黄鱼

存在 3个地理群系的结论相一致。
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